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のように，この種の酵素が invi仰で αー グルカシの直接的加水分解に関与しているとい
う報告はない.高等植物の αー グルコシダーゼは，澱粉からの αー アミラーゼおよび βーア
ミラーゼによる生成物(マルトース)を加水分解するのが主な作用であると考えられて
いる (Swainand Dekker 1966， Nomura et al， 1969)， 
さきに著者らは Muco r ja van icusの菌体から可溶性搬粉をマルトースと同速度で加水
分解する新しいタイプの酸性 αー グルコシダーゼを結晶化した (Yama田 kiet al， 1973a 




とを明らかにした (Tsuboiet al， 1974， Yamasaki and Suzuki 1978， Yamasaki et al. 
1976 a， 1977 a-g)，また，水稲の乳熟期種子から2つ，および緑豆もやしから 3つの多型
の酸性 αー グルコシダーゼを純化した (Yamasakiand Suzuki 1979， 1980)，これらの多
型酵素は可溶性澱粉を加水分解し，互いに基質特異性が類似していた.鈴木 ・内田(1978)
はネギから可溶性澱粉加水分解活性を示す3つの αー グルコシダーゼを単離し， このうち
の1つが他の2っと基質特異性がいくぶん相違していることを報告した.ついでサトウダ
イコン種子には.Chiba et al， (1978)が報告した可溶性澱粉をマルトースよりも速やかに
加水分解する一種のグルコアミラーゼ様 αー グルコシダーゼのほかに， 可溶性澱粉加水分
解活性がマルトース加水分解活性に比べて徴弱な αー グルコシダーゼが存在することを見
い出し， これら 2つの可溶性澱粉加水分解活性が極端に異なる αー グルコシダーゼをそれ














サトウダイコン (Betavulgaris L. cv. Tsukisappu)種子は北海道農業試験場てん莱
部から恵与された. 他の値物の種子は市販品(大和食圏株式会社)である. アミロース
(EX-I，平均重合度18)， プルラγ(平均分子量12x 10・)， イソマルト ース，マルトト
リオース，マルトース (H.H. H.)は林原生物化学研究所， モチトウモロコシのアミロベ
クチンは日本食品工業株式会社，貝のグリコーゲンは半井化学薬品株式会社，可溶性澱粉
は E.Merck社， コメ澱粉は島田化学工業株式会社， トウモロコシ澱粉およびジャガイ
モ搬船は和光純薬工業株式会社， Rhizopus niveusのグルコアミラーゼ (puregrade) 
および Bacillussubtilisの糖化型結晶 αー アミラーゼは生化学工業株式会社， CMーセル
ローズは PharmaciaFine Chemicals社， アミドプラ vク10Bは石津製薬株式会社，
Aspergillus nigerのグルコースオキシダーゼ (II型〉および西洋わさびのパーオキシダ
ーゼ (I型)は SigmaChemical社，牛牌臓のキモトリプシノーゲン A (mw25，O∞)， 
牛血精のアルブミン (mw67，∞0)，卵白アルプミ γ(mw45， 000)，人血清の γー グロプ










ムおよび5mMメルカプトエタノールを含む0.01M酢酸緩衝液 (pH5. 3) 25 mlに懸濁
した.懸濁液を 40Cで一夜放置後，不溶物をろ別し，得られたろ液を種子抽出液とした.
3. 分析方法
酵素活性の測定 αー グルコシダ{ゼ活性: 以下のようにして測定した.すなわち， 1 










せる酵素量を1単位とした.酢酸緩衝液 (pH5. 3)中で酵素反応をおこなった.最適 pH
の測定の際にのみクエシ酸ーり γ酸ナトリウム緩衝液 (McIlvaine，1921)を使用した.
蛋白質量の測定 蛋白質の定量は Warburgand Christian (1642)の方法によった.
カラムクロマトグラフィーでの溶出液中の蛋白質量については280nmにおける吸光度を
測定して求めた.
ディスク電気泳動 Reisfeld et al. (1962)の方法により， ポリアクリルアミドゲルを
入れたガラス管 (5φx70mm)に酵素を加え， βー アラェγ ・酢酸緩衝液 (pH4. 5)中
で 5mAjゲルカラムの電流を通じ，低温室 (40C)で泳動をおこなった.泳動後ゲルを，
アミドプラック 10B 1 gを7%酢酸水溶液100mtに溶解した染色用色素液に1時間漫
潰して染色した.ついで染色したゲルを7%酢酸水溶液を用いる電気泳動で脱染色した.
ゲJレ等電点電気泳動 Wrigley (1961)の方法により， carrier ampholyte (pH範囲
3. 5 ~ 10)を含む7.5%ポリアクリルアミドゲルを用いてゲル等電点電気泳動をおこなっ
た. 1本のゲルを，プロムフェノール0.2gをエタノール・水・酢酸 (50:45 : 5， vjv)混
液l00mtに溶解した染色用色素液に1時間漫潰して染色し，ついでエタノール ・水 ・酢
酸 (30:65 : 5， vjv)混液に漫潰して脱染色した.他の 1本のゲル(未染色ゲル〉では
酵素蛋白質のパシドに相当する区分を 2mmの等間隔に細断し，純水を加えて磨砕，懸
濁， 抽出したのち， 酵素活性区分の pHを目立堀場M-5形 pHメーターを用いて測定し
た.
ペーパークロマトグラフィー 試料を東洋浦紙 NO.2にスポットしたのち，展開溶媒
n-プタノール ・ピリジγ ・水 (6:4: 3， vjv)を用いて上昇法で3回繰り返して展開し
た.風乾後， ろ紙上の糖たアルカリ性硝酸銀浸演法 (Welkerand Capmbell 1963)に
より検出した.
旋光度の測定 自動旋光計 OR-50型(ユニオン技研株式会社〉を用いた.
分子量の測定 (i) Weber and Osborn (1969)のディスク電気泳動法により， 0.1 % 
ドテ・シル硫酸ナトリウムを含むポリアグリルアミドゲルを用いて測定した.供試酵素およ
び分子量既知の標準蛋白質(牛血精のアルプミン，牛牌臓のキモトリプシノーゲンA，卵




















中のアミノ酸を Spackmanet al. (1958)の方法により定量した. トリプトファン量に




以下の操作を 40C以下でおこなった. サトウダイコン種子 1kgを10%塩化ナトリウ






ようにした.生じた沈澱物を9，900x gで15分間遠心分離して集め， 0.01 M酢酸緩衝液
(pH 5.3)に溶解し，これを 50mM塩化ナトリウムを含む0.01M酢酸緩衝液 (pH5.3) 
に対して一夜透析した.透析内液(酵素標品 No.2)を50mM塩化ナトリウムを含む
O.OlM酢酸緩衝液(pH5.3)で平衡化した CMー セルローズカラム (4.2世x15 cm)に
加えた.50mM塩化ナトリウムを含む0.01M酢酸緩衝液 (pH5.3)でよく洗浄後， 50 
mM塩化ナトリウムを含む同緩衝液と 1M塩化ナトリウムを含む同緩衝液で塩化ナトリ
ウムの直線的濃度勾配による溶出をおこなった(第1図).αーグルコシダーゼ活性を示
す2つのピークが得られた.溶出)1慣に αー グルコシダーゼIおよびEと呼称する. αー グル
コシダーゼIおよびEの活性画分をそれぞれ集め，固形硫酸アンモニウムを0.9飽和まで

































衝液 (pH4. 5) 81を加えた.
ゲルと両電極槽に入れる緩衝



































































b:α グールコシダー ゼEa:α グールコシダー ゼI
aー ゲルコシダーゼの性質
分子量 ドテ'シル硫酸ナトリウムディスク電気泳動法により測定した αー グルコシダー
ゼIおよびEの分子量は，それぞれ98，000および60，000であった.また αー グルコシダ
ーゼ Iの分子量は，超遠心分析法により測定した沈降定数 (S020.w 6.2 S) と拡散定数
(D帥 .w 5.4 x 10-りから Svedberg式を用いて算出した結果， 111，000であった.




最適 pHおよび pH安定性 最適 pHは， αー グルコシダーゼIでは pH5.0，αー グルコ
シダーゼEではpH4.5であった.両酵素を各種のpHの0.05M McIlvaine緩衝液とあら
かじめ300Cで20時間感触後，両酵素の残存活性を測定し，各酵素の安定性に及ぼす pH
の影響を調べた.α グーJレコシダーゼIおよびEはそれぞれ pH2.5~ 8.0およびpH2.5 
~6.5 の範囲内で安定であった.
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性を調べた. αー グルコシダーゼIは 550Cまで， αー グルコシダーゼEは 500Cまで安定
であった.
金属イオンの影響 両酵素活性に及ぼす金属イオンの影響を調べるために，酵素液0.1
mt， 0.1 M酢酸緩衝液 (pH5.3) 0.25 mt，純水 0.03mtと0.1M金属塩溶液0.02m/.
の混液をあらかじめ370Cで30分間保持し，ついで1%マルトース水溶液0.1mtを加え
て370Cで15分間反応させた. 各酵素活性は Na+，KヘCa2+，Co2+， Mn2+， Ni2+， Mg2+， 
Sn2+， Al8+による影響を受けなかったが， Cu2+， Hg2+， Pb2+により 80%ないしはそれ以
上阻害された.
2. 基質特異性および生源粉に対する作用
1%基質水溶液0.1mt， 0.1 M酢酸緩衝液 (pH5.3) 0.25 mtおよび純水0.05mtを
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試験管にとり，酵素液0.1ml (α グ、ルコシダーゼ 1，0.080単位 ;αーグルコシダーゼ1，






















マルトース 1∞(4.63) 1∞(1. 98) 
イソマルトース 73 5 
コージピオース 30 13 
セロピオース 。 。
スクロース 。 。
マルトトリオース 77 46 
，、. ノ ース 47 + 
アミロース EX-I 147 10 
可溶性澱粉 123 4 
アミロペクチン 31 + 
グリコーゲン 21 + 
プルラ ンa 。 。
+:こん跡， a:反応時間=120分間，
( ): Km値 (mM)
ゼ，Mucor rouxianusの2つのグルコアミラーゼ (Tsuboiet al. 1974， Yamasaki et 
al. 19770， Penicillium oxalicumの2つのグルコアミラーゼ (Yamasakiet al. 1977a， 
b)および Astergillusawamoriのグルコアミラーゼ (Yamasakiet al. 1977g) を使
用した.生澱粉 10mg，酵素液(使用単位，M. rouxωnusの2つのグ、ルコアミラーゼ，
1 : 0.53単位， I: 0.55単位 ;P. oxalicumの2つのグルコアミラーゼ， 1 : 0.18単位，
I : 0.17単位 ;A. awamoriのグルコアミラーゼ， 0.65単位 ;R. niveusのグルコアミ
ラー ゼ， 0.17単位;サトウダイコン種子の αー グルコシダーゼ1，19.55単位)， 0.05M









可溶性澱粉煮沸物 100 100 
コメ澱粉 0.6 1.5 
トウモロコシ澱粉 0.2 0.4 
ジャガイモ澱粉 + + 
グルコアミラーゼ
Penicillium Asteγ.gilus Rhizotus 
oxalicum awa押!oγ1 nweus 
重
% % % % 
100 1∞ 100 1∞ 
21. 6 21. 9 1.6 6.7 
8.0 8.2 0.3 2.5 















角が一定になったのち，Robytand French (1964) 
の方法により，無水炭酸ナトリウム 10mgを加え
て反応液の pHを 10にし， アルカリ添加による旋
光角の変化を求めた.矢印は変化の方向を示す.対






20 ω ω 
反応時間(分)
第3図 αー グルコシダーゼIによる




4. aー グルコシダーゼ Iおよび 1によるマルトースからの糖転移生成物
10%マルトース水裕液 1.0mt，酵素液 (αーグルコシダーゼ1.1. 19単位 ;α グルコ
シダーゼI. 1. 16単位). および0.5M酢酸緩衝液 (pH5.3) 0.2 mlからなる反応液
(全量2.0mめを 370Cで反応させ，経時的に反応液0.05mtを取り出して東洋浦紙
NO.2にスポットした.ろ紙を展開溶媒 nー プタノール ・ピリジン ・水 (6: 4 : 3. vjv)を
用いて上昇法で反復展開後， マルトースからの糖転移生成物を調べた(第4図). マルト
aグルコシダー ゼ I aグルコシダー ゼ 1
←ー グルコー ス
←イソマルトー スザ司，.， ←マルトトリオー ス噌田
x日1・・
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ースから αー グルコシダーゼIおよびEはそれぞれ未知の2つの騎転移生成物 (X2および







































結果， αー グルコシダーゼIおよびEの中性糖は両者ともマγ ノー ス， アラピノース，キ




第4表に αー グルコシダーゼIおよびEのアミノ酸組成を示す. セリン， メチオニンお
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極端に異なる 2つの αー グルコシダーゼがサトウダイコ γ種子に存在することが明らかに
なった.そこで， 基質特異性が異なる多型の αー グルコシダーゼがサトウダイコ γ以外の
i憾物の種子にも存在するのかを検討した.市販の種々の種子 20......50gをコーヒー粉砕器
(小型粉砕器エミーデ3型，柴田化学器械工業株式会社)で3分間粉砕した.これに 10
%塩化ナトリウムを含む 0.02M酢酸緩衝液 (pH5. 3)を5倍量加え， 低温室 (40C)
で5時間かくはんして放置した.一夜放置後，懸濁液にセライト No.535を加えて吸引ろ
過した. 残撞は 10%塩化ナトリウムを含む O.02M酢酸緩衝液(pH5. 3)に再懸濁した.
40Cで一夜放置後，再懸濁液をろ過した.得られたろ過を合わせて， O.15M塩化ナトり



























?? ? ? ? ?
???
， ?



















































第5表 サトウダイコン積子の発芽中における αー グルコシダーゼ.
αー アミラーゼおよび βー アミラーゼ活性の変化
発 芽 日 数。 2 3 4 5 6 
αー グルコシダーゼ活性a 0.64 2.35 1. 93 1. 46 1.88 1. 27 
1 (x) 0.64 2.35 1. 93 1.46 1.88 1. 27 
n(Y) 1. 07 1.27 0.82 0.55 0.99 0.93 
a-アミラーゼ活性 。10.20 12.88 10.78 8.18 4.27 





x+y=A・H ・..(1) 1. 23x+0.037y=B..・...(2)
(1)および(2)式から x= (B-O. 037 A)/1. 193 y= (1. 23A-B)/ 1. 193 
x:αー グルコシダーゼIのマルトース加水分解活性.x=μmole/種子・時間
y:αー グルコシダーゼEのマルトース加水分解活性.y=μmole/種子・時間
59巻 (1981) 47 
第6表各種植物種子の αー グルコシダーゼ活性
マルトース専惨事 可溶性澱粉*** マルトース
種 子 名 品 種事 加水分解活性
加水分解活性 加水分解活性 可加水溶性金澱聾粉活性
スギ科
ス ギ 18.4 16.5 1.1 
マツ科
ク ロ マツ 13.4 2.8 4.8 
イ ネ科
シ ，、. ローングラス 28.2 23.5 1.2 
=ヨ」 リ科
ネ ギ 九条深ネギ 18.7 
タマネギ 泉 州 賞 7.1 
ー フ 大 業 9.2 
アカザ科
サトウダイコン 食用ホマノーパ 326.0 335.3 1.0 
ザトウダイコ γ ツキサップ" 382.5 307.7 1.2 
フダンソウ 自 茎 613.9 517.5 1.2 
フダ γ ソウ 赤 根 166.5 151. 2 1.1 
フダンソウ 西 洋 707.6 513.0 1.4 
ホウレンソウ 巨 豊 1426.4 350.2 4.1 
ホウレンソウ ピロプレー 1896.9 705.2 2.7 
ホウレンソウ はやぶさ 1243.6 472.3 2.6 
オカヒジキ 103.0 7.7 13.4 
アブラナ科
ハクザイ 署員 ヨi 2.0 
ハクサイ パクチョイ 2.4 
ハナヤサイ 野 崎 2. 7 
カ ンヲ ソ 秀 力 4.9 
ダイ コ ン YS 大 蔵 8.3 1.5 5.5 
カ プ 極早生金町 6.3 
マメ科ド
エンウ(サヤ〉 大和乙女 45.4 12.1 3.8 
エンドウ(サヤ〉 絹爽三十日 1∞.5 26.8 3.8 
エンドウ〈ミ〉 ウ ス イ 8.4 
ソ ラマメ 長爽ー・尺 48.9 21. 9 2.2 
サ・ サ・ ゲ 赤種三尺 9.9 7.0 1.4 
エダマメ ユキムスメ 4.3 2.0 2.2 
アオイ科
オ タ ブ 8.1 1.2 6.8 
セ リ科
セル り 一 コーネル 619 24.3 
パーセリー A ラマウント 94.5 7.3 12.9 
一 γ ジ γ 黒田五寸 84.2 、 ツ ，、. 自茎ミツパ 118.0 22.8 5.2 
ナス科
ナ ス 大和中長 17.1 
ト "'? ト 世 界 2.4 
ピーマ γ カリホルユヤ 3.9 ワンダー
ウ り科
キュウ リ あずま 3号 8.3 
マクワウリ 奈良1号甜瓜 4.6 
カボチャ 芳香育栗 17.4 1.2 14.5 
ス イ カ 縞 主 4.8 
ユウガオ 大 丸 12.4 
キク科
ゴ ボ ウ 滝 野 )1 4.2 
シ"" ';/ギク 大和中葉 51.6 4.9 10.5 
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7ラクション徴
ホウレγソウの粗 αー グルコシダーゼ






溶出溶媒:フラクション No.l~No. 8， 0.01 
M酢酸緩衝液 (pH5. 3);フラタショシ No.
9-No. 11， 0.1 M塩化ナトリウムを含む伺緩
衝液;ブラ Fショ γNo.12-No. 14， 0.3 M 
塩化ナトリウムを含む同緩衝液;フラタショ
γNo. 15-17， O.5 M塩化ナトリウムを含む
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第7図
察
2つの αー グルコシダーゼIおよび Eがサトウダイコン種子からディスク電気泳動的に




種のグルコアミラーゼと見なされるかも知れない. しかし， αー グルコシダーゼIの可溶
性澱粉加水分解速度/マルトース加水分解速度の比の値2.5は，糸状菌のグルコアミラー
ゼ (Yamasakiet al. 1977 b. d. f.g. Yamasaki and Suzuki 1978)のその比の値 10
に比べて数倍低かった. さらに αー グルコシダーゼIはアミロースからαー グルコースを生
成し， マルトースから多量の糖転移生成物を生成した. 以上の結果から，サトウダイコ








次のように大別される (Yamasakiand Suzuki 1978) (第7表). (1)可溶性澱粉によく
第7表 糸状菌および植物の α・グルコシダー ゼの分類






Lentinus edodes (Berk.) Sing 
Pig liver 
Phaseolus vidissimus Ten. 1. 1・1.1-2 
Rice seeds (Oryza sativa L. cultivar 





Allium fistulosum 1. 1. II 
B'eta vulgaris L. cv. Tsukisappu 1 
Aspergillus awamoγi 1.1. II 




Beta vulgaris L. cv. Tsukisappu I 
+骨:容易に加水分解する 土:ほとんど加水分解しないか.あるいは全く加水分解しない
作用し， マルトースから糖転移生成物として マル トトリオースを生成する αーグルコシダ
ーゼ:M. javanicus. M. racemosus. P. puゆurogenumおよび L.edodesの酵素
(Yamasaki et al. 1973 a. b. 1976 a. b. 1977 d. f. 1978).他の起源の αー グルコシダーゼ
であるが，豚肝臓の酵素，水稲乳熟期種子の2つの酵素，緑豆もやしの3つの酵素もこの
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グループに属する (Uchidaand Suzuki 1974， Yamasaki and Suzuki 1979， 1980 a). 
(2)澱紛によく作用し，マルトースから糖転移生成物としてイソマルトースを生成する αー
グルコシダーゼ:P. oxalicumの酵素 (Yamasakiet al. 1977 c). サ・トウダイコン種子
の αー グルコシダーゼIおよびネギの3つの αー グルコシダーゼ(鈴木 ・内田 1978)はこの
グループに属する.(3)澱粉にほとんど作用しないか，あるいは全く作用せず， マルトー
スから糖転移生成物としてイソマルトースを生成する αー グルコシダーゼ:A. niger. A. 
oryzaeおよび A.awamoriの3つの酵素(辻阪 ・福本 1963. Sugawara et al. 1959， 
Yamasaki et al. 1977 g). (4)澱粉にほとんど作用しないか， あるいは全く作用せず，
マルトースから糖転移生成物としてマルトトリオースを生成する αー グルコシダーゼ:B.
cereusの酵素 (Yamasakiand Suzuki 1974). このグループに属する糸状菌の αー グル





する全ての αー グルコシダーゼは例外なくアミロースから αー グルコースを生成し，他方，グ
ルコアミラーゼはアミロースから βー グルコースを生成することを指摘した (Yamasaki















Penicillium oxalicum α-glucoseβ-glucoseβ-glucose 
Aspergillus awamori β-glucose 
Lentinus edodes (Berk.) Sing.α-glucoseβ-glucose 
Phaseolus vidissimus Ten.α-glucoseα-glucose.α-glucose.. 
Oryza sativa L. cv_ Yashiromochiα-glucoseα-glucose 
Beta vulgaris L. cv_ Tsukisappu a-glucose 
.: II-l ・:II-2 
性澱紛のグルコシド結合を開裂する際の作用機構の本質につながっているので，両酵素の
分類上の重要な指標になる.著者らが M_javanicusおよびM_racemosusから結晶化あ
るいは純化した αー グルコシダーゼー可溶性澱粉とマルトースを同速度で加水分解する αー
グルコシダーゼとグルコアミラーゼの中間的酵素ーもアミロースから αー グルコースを生
成した. サトウダイコン種子の αー グルコシダーゼIは，前述したように， マルトースよ
りも可溶性澱紛を速やかに加水分解する点で一種のグルコアミヲーゼ様酵素であるが，ア
ミロースから αー グルコースを生成した.
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植物の αー グルコシダーゼは澱勝代謝におけるオリゴ糖の加水分解が主な作用であると
考えられている (Swainand Dekker 1966， Nomura et a1. 1969). このような作用を
サトウダイコ γでは αー グルコシダーゼEが演じているであろうと思われる. マルトース
よりも可溶性撮粉を速やかに加水分解する αー グルコシダーゼIの invi仰における役割
は全く不明である.サトウダイコン種子で見い出された可溶性澱腸加水分解活性が著しく




い. 同一植物体から基質特異性が非常に異なる多型の αー グルコシダーゼが単離されたこ
とは，本酵素の槌物生理的役割を考える上で興味深いことである.
摘 要
サトウダイコン種子 (Betavulgaris L. cv. Tsuki回 ppu)を 10%糧化ナトリウムを
含む酢酸緩衝液 (pH5. 3)と一緒に粉砕後， 抽出された αー グルコシダーゼを硫酸アンモ
ニウムによる塩析沈澱， エタノールによる分画沈毅， CMー セルローズカラムクロマトグ
ラフィーおよび調製用ディスク電気泳動により順次精製し， ディスク電気泳動的に単一
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